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ORIGINAL 



La presente invention a pour objet une methode de diagnostic des 
angiomas caverneux ou cavernomes pour la detection de mutations dans le gene 
Kriil. En particulier, cette detection est mise en ceuvre au moyen de sequences 
nucleotidiques egalement objet de la presente invention. L*invention conceme 

4^ egalement rutilisation de. tout ou partie. dii gene. Kritl a des fins therapeutiqaes 

dans le domaine de la pro ou anti-angiogenese. 

Les cavernomes sont des malformations vasculaires le plus souvenl 
localisees dans le systeme nerveux central mais egalement dans la retine. le foie, 
les reins, etc.. et sont caracterises par des cavites capillaires anormalement 

15 elargies sans intervention du parenchyme cerebral (Russell et a!.). Les 
symptomes cliniques comprennent des cephalees» des hemorragies, des crises 
d'epilepsie et des deficits neurologiques focaux. La prevalence des angiomes 
caverneux est proche de 0,5 % dans la population generale (Otten et al.)- Ces 
angiomes peuvent etre transmis de fa^on hereditaire sous une forme 

20 autosomique dominante dans pres de 50 % des cas (Rigamonti et al.). 3 
localisations (ou loci) de malformations cavemeuses cerebrales (CCM) ont ete 
identifiees sur le bras long du chromosome 7, le bras court du chromosome 7 et 
le bras long du chromosome 3 (7q, 7p et 3q respectivement). Un important eflfet 
fondateur a ete observe dans la population hispano-americaine, dans laquelle 

25 toutes les families etaient liees au locus CCM I localise sur 7q (Rigamonti et al. ; 
Dubovsky et al. ; Giinel et al. ; et Craig et al.). 
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Les inventeurs ont reccmment ctabli Ics caracteristiques genetiqucs ct 
cliniques des cavernomcs, ainsi que Ics caracteristiques hcrcditaircs dans unc 
scrie dc 57 families franq:aises (Labaugc et al.). Des investigations de ncuro- 
imagerie ont confirme la grande frequence de lesions multiples dans les 
cavKi!iumt!S l i e i ediiaiies. Unt; cuiitjlatiun liauie fii Ki i i significative a Kgalei i ic i it ^le 



mise en evidence entre le nombre de lesions et Tage du patient, ce qui suggere 
fortement la nature dynamique de ces malformations vasculaires appelees 
egalement hamartomes. L'analyse de liaison genetique conduite dans 36 de ces 
families a montre que 65 % d'entre elles etaient liees au locus CCMl avec aucun 

JD effet fondateur (Laberge et al ). 

La taille de Tintervalle genetique contenant le locus CCMl avait ete 
reduite en 1995 a 4 centimorgans, le locus CCMl etant encadre par D7S2410 et 
D7S689 (Johnson et a!.). Au moyen essentiellement d'une approche /// silico, les 
inventeurs ont etabli une carte physique et transcriptionnelle de Tintervalle de 

15 CCMl. Parmi les 53 unites transcriptionnelles cartographiees a Tinterieur de la 
region critique, I'une d'elles correspondait a Kritl^ un gene dont le produit 
interagit avec RaplA (egalement appele Krevl), un membre de la famille des 
genes Ras impliques dans la proliferation cellulaire, la differentiation et la 
morphogenese (Bos et al.). En utilisant en combinaison la technique SSCP et le 

20 sequen<?age, les inventeurs ont identifie dans 8 families CCMl non apparentees 
des mutations conduisant tres probablement a une proteine Kritl tronquee. La 
cosegregation de ces mutations avec le phenotype affecte suggere fortement que 
Kritl est la proteine mutee dans les families atteintes de cavernomes lies au 
locus CCMl et suggere 1' implication de la voie de transduction du signal de 

25 RaplA dans la vasculogenese et/ou I'angiogenese. 



En utilisant un contig de YAC prealablemcnt public, et les bases dc 
doniiccs dc sequences publiqucs (The Washington University Chromosome 7 
Project), les invcnteurs ont construit des contigs dc BAC/PAC couvrant 90 % 
de rintervalle CCMl, estime a 1 600 Kb (Figure 1). 20 families comprcnanl 179 

■"5 meioses potentiellement mtormatives et dont il avail etc preceaemment montre 
qu'elles avaient une probabiliie a posteriori d'etre liees au locus CCMl 
superieure a 90 % ont ete utilisees pour cartographier fmement ce locus avec des 
marqueurs polymorphes identifies au moyen des sequences BAC/PAC (Figure 
1). Un evenement de recombinaison observe chez un individu affecte (famille 27 

46 dans Labaug e et al.) a p ermis a ux i n ventcurs de r e d ui r e l egerem c nt c c t i nt e rv al le 

qui est maintenant encadre par M2456 (limite centromerique) et D7S689 (limite 
telomerique). Le criblage de banques de donnees publiques telles que Gene Map 
du Human Genome, Unigene et dBEST a permis aux inventeurs de 
cartographier a I'interieur de cet intervalle 574 Expressed Sequence Tags (EST) 
15 qui ont ensuite ete regroupecs en 53 unites transcriptionnelles putativcs 
comprenant 6 genes deja connus : CDK6, HUMI.D14, KRITl, PEX-1, 
mMTERF et Yotiao. 

Krid avait ete identifie lors d'un criblage destine a identifier les proteines 
interagissant avec RaplA/Krevl, un membre de la famille des genes Ras 

20 (Serebriiski et al.) II code pour une proteine de 529 acides amines qui comprend 
4 domaines ankyrines et interagit avec RaplA/Krevl au moyen de sa region 
carboxyterminale. II a deja ete indique que TARN messager de Kriil etait 
exprime a des niveaux faibles dans de nombreux tissus y compris le cerveau. 
Bien que la fonction exacte de Khtl soit encore inconnue, les inventeurs ont 
25 considere qu'il etait un bon gene candidal pour CCMl, et ceci pour plusieurs 
raisons. RaplA/ KrevlA a ete identifie sur la base de son homologie avec 
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Dras3, un homologue dc Ras clicz la drosophilc, ainsi que sur la base de son 
aclivitc anti-mitogenc dans dcs fibroblastcs iransformcs par K-ras (Pizon ct al., 
1988 / Kitayama ct al., 1989). Bicn que la pertinence physiologiquc dc cet cflct 
anti-mitogene observe /// v/tro n'ait pas encore etc clablie /// vivo, ceci a conduit 

-5 a consldg r e r que ceite pioiei r ie eiaii uii aiitaguiiist e Je Ras. Uii lul e d e la vuiu Ju 

signalisation de Ras dans la vasculogenese et rangiogenese a ete fortement 
suggere par les anomalies vasculaires observees dans les modeles murins 
invalides pour les proteines impliquees dans cette voie, par exemple les proteines 
raf ou GAP120 (Henkemeyer et al.. 1995 ; Wojnowski et al., 1997). En plus de 

-10 r.p. rnlr. putatif en tant qu'antagonistc de Ras, Rapl A / Krqvl a ete implique dans 

la differentiation cellulaire et la morphogenese (Asha et al., 1999 ; Quarck et al.. 
1996 ; Pizon etal., 1988). 

En d'autres termes, dans la mesure ou la proteine Kritl ironquee donne 
lieu a une anomalie de I'angiogenese s'accompagnant d'une proliferation des 

15 cellules endotheliales, il est raisonnable d'en deduire que le gene Krifl pourrait 
avoir un role de controle de Tangiogenese. 

Ainsi, dans le cadre de la presente invention, les inventeurs ont montre 
que des mutations dans le gene KrifJ susceptibles de donner lieu a une proteine 
Kritl tronquee sont responsables de Tapparition d'anomalies vasculaires. Ces 

20 anomalies vasculaires peuvent affecter differents territoires incluant le cerveau et 
la peau et prendre differentes formes (cavernomes, angiomes capillaro-veineux). 
Le type des lesions observees (developpement de maladies vasculaires anormales 
combine a la nature des mutations observees (mutations entrainant une 
troncation de la proteine) suggerent fortement que cette proteine exerce un 
25 controle de Tangiogenese qui pourrait etre susceptible d'applications 
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thcrapeutiqucs dans le domaine dc rantiangiogencse, cn particulier dans Ic 
domaine tumoral. 

L'alignemcnt dc TADNc dc Kritl avcc Ic BAC AC000020, Win dcs 
BAC localise dans rintervalle, a permis aux invenieurs de determiner la structure 

1 genomique de KritL Ce gene est code par \1 ex6n§ quI 50ni lOUS compris i\\\m 

le BAC AC000020. Les inventeurs ont dessine les amorces oligonucleotidiques 
introniques destinees a amplifier les exons (Tableau n"" 1) ainsi que les sequences 
de jonction (Tableau rf 2). Ces amorces ont ete parliculierement delicates a 
mettre au point en raison de la richesse en bases A et T de Kritl et sont tres 

-fe sp e cifiques de Krid. Ainsi, l a presente invention a po u r nhjp . t une sequence 

nucleotidique choisie dans le groupe comprenant SEQ ID N° 1, SEQ ID N"" 2, 
SEQ ID N'^ 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID 7, 
SEQ ID N° 8, SEQ ID 9. SEQ ID 10, SEQ ID 11, SEQ ID N° 12, 
SEQ ID 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15. SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 17, 
15 SEQ IDN° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID 22, 
SEQ ID N° 23, SEQ ID 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID 26, SEQ ID N° 27, 
SEQ ID N° 28. 

Au moyen de ces amorces, les inventeurs ont pu amplifier tous les exons. 
Un ensemble de 20 patients CCM non apparentes appartenant a des families 

20 dans lesquelles Tanalyse HOMOG a montre une probabilite a posieriori d'etre 
liee au locus CCMl superieure a 90 % a permis de proceder a des criblages de 
mutations par une analyse combinant une approche de type Single Strand 
Conformation Polymorphism (SSCP), dans 4 conditions distinctes, et une 
approche de sequen^age. 

25 Les produits amplifies de 8 de ces patients ont montre des variants de 

conformation anormaux qui n'ont ete observes dans aucun des 50 sujets 
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conlroics. L'analyse de la sequence de ces amplimercs a rcvcic dcs mutations 
hcterozygotcs dans ces 8 patients (Tableau 3 ct Figure 3). Ces mutations 
coscgregeaicnt avcc Ic phcnotype maladc dans les 8 families dc ces patients. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'au moins une 

— 7 ^(jqueiice nuclt^midiqiie lellt^ que fitirmic ci^dessus pou i la dtiieciion, pa r ilr d'un 

prelevement biologique, de la presence d*une mutation dans le gene KriiJ ; de 
preference une mutation iiee a la survenue d*anomalies vasculaires telles que 
definies precedemnient. De maniere preferentielle, le prelevement biologique est 
du sang. 

AO. Plus partictilierement, le pedigree 6 pre.sente une deletion d'un A an 

nucleotide 1342, dans Texon 10. Cette deletion conduit a un changement du 
cadre de lecture et ainsi a un codon stop premature. Dans le pedigree 10, une 
substitution de C par T au nucleotide 1283 dans Texon 10 conduit au 
remplacement d'une glutamine par un codon stop. Le pedigree 58 montre quant 

15 a lui rinsertion d'un C apres le nucleotide 1271, egalement dans Texon 10, ce 
qui entraine un changement du cadre de lecture et un codon stop premature. Le 
pedigree 41 montre une substitution de G par A au nucleotide 615 ce qui 
conduit au remplacement d'un tryptophane par un codon stop premature dans 
I'exon 5. Le pedigree 42 presente une deletion de 4 pb (nucleotides 681-684) 

20 dans Texon 6 donnant lieu a un codon stop premature. Le pedigree 35 presente 
une deletion de 26 pb (nucleotides 1012-1037) a Tinterieur de Texon 8 ; cette 
deletion causant un changement du cadre de lecture et un codon stop premature 
au codon 332. Le pedigree 18 presente une insertion d'un C a Tinterieur de 
Texon 2 apres le nucleotide 247 ; cette insertion conduit a un changement du 

25 cadre de lecture et a un codon stop premature. Le pedigree 19 montre une 
substitution d'un G par un A au nucleotide 261 ; celle-ci entraine un changement 
de cadre de lecture ainsi qu'un codon stop premature au codon 79. 



Les analyses SSCP des mcmbrcs aflcclcs ct noii afl'cctcs ont monlre In 
coscgregation parfaite dcs nuitalions avcc Ic plicnolypc aflccic dans chacun dc 



CCS 8 pedigrees (Figure 3). 

Ainsi, les sequences nucleotidiques conformes a la presente invention 
5 sont utilisees pour proceder a la detection d'une mutation dans au moins un 
exon du gene Kritl. Plus particulierement, ces sequences nucleotidiques peuvent 
etre utilisees par couple compte tenu de leur specificite d'un exon selon la 
repartition suivante ; 



- SEQ ID N° 1 / SEQ ID N° 2 pour I'exon 1. 

- SEQ ID N" 3 / SEQ ID N" A pour Pex o n 2. 

- SEQ ID N° 5 / SEQ ED N° 6 pour I'exon 3. 

- SEQ ID N° 7 / SEQ ID N° 8 pour I'exon 4, 

- SEQ ID N° 9 / SEQ ID N° 10 pour I'exon 5, 




V3 



20 
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- SEQ ID N° 1 1 / SEQ ID N" 12 pour I'exon 6, 

- SEQ ID N° 13 / SEQ ID N° 14 pour I'exon 7, 

- SEQ ID N° 15 / SEQ ID N° 16 pour I'exon 8. 

- SEQ ID N° 17 / SEQ ID N° 1 8 pour I'exon 9, 

- SEQ ID N° 19 / SEQ ID N° 20 pour I'exon 10, 

- SEQ ED N° 21 / SEQ ID N° 22 pour I'exon 10, 

- SEQ ID N° 23 / SEQ ID N° 24 pour I'exon 1 1, 

- SEQ ID N° 25 / SEQ ID N° 26 pour i'exon 12, 

- SEQ ID N° 27 / SEQ ID N° 28 pour I'exon 12. 




Avantageusement, la detection d'une mutation dans Kritl est precedee 
25 de r amplification de I'exon dans lequel la mutation est recherchee et cette 
amplification peut etre realisee par PCR ou PCR-like. 
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La nature tronquante de ces mutations, Icur absence chez Ics controles 
sains ct leur consegregation avcc Ic phcnotypc aflccic suggcrc fortcmcnt qu'il 
s'agit dc mutations deleteres dans ces families. 

Les inventeurs n'ont pas dctecte dc variants de conformation anormaux 

"5 — (36 SSCP dang 12 d55 20 famil i es r es r ges. Plusleurs nypothfiges peuven r e r rc 



emises pour expliquer ceci. La sensibilite de SSCP n*est pas de 100 % meme 
lorsqu*on utilise plusieurs types de conditions comme cela a ete le cas ici. De 
fafon interessante, aucun de ces variants de conformation anormaux n*a ete 
observe dans le premier criblage qui a ete realise a 20°C sans glycerol. De plus, 

-l^ les deletions qui emporteraient les regions contenant les sequences hybridant 

avec les amorces n*auraient pu etre detectees par cette approche. Enfin, 
certaines de ces families, bien que montrant une forte probabilite d'etre liees au 
locus CQV/7, pourraient en fait etre liees a Tun des autres loci CCM, 

La presente invention a egalement pour objet une methode de diagnostic 

15 genotypique d'anomalies vasculaires chez un individu comprcnant le 
prelevement d'un echantillon biologiquc dudit individu ainsi que la detection de 
la presence d'une mutation dans le gene Kriil par analyse de la sequence 
d'acides nucleiques presents dans ledit echantillon, une telle mutation etant liee a 
la survenue d'anomalies vasculaires. La sequence d'acides nucleiques analysee 

20 peut etre indifferemment de I'ADN genomique, de I'ADNc ou de TARNm. 
L'analyse peut etre realisee par hybridation, par sequen^age ou par migration 
electrophoretique, en particulier par SSCP ou DGGE (Electrophorese en gel en 
gradient denaturant). La detection de ces mutations pourrait egalement etre 
realisee a I'aide d'une methodologie permettant de detecter directement la 

25 presence de la proteine tronquee, par exemple les methodes dites de Protein 
Truncation Test (traduction in vitro de transcrits reverse d'ADNc suivie d'une 



revelation de la proteine par anticorps ou apres niarquagc dc la protcinc a I'aide 
d'un acide amine marque). Enfin, la recherche de mutations pcut ctre faite par 
analyse directe du transcrii reverse d'ADNc prepare a partir dcs ARN totaux (en 
particulier provenant de cellules transformees par le virus EBV, cellules dans 

""■5 lesquelles les auteurs ont monire 1 expression du iranscni de jvni 1 

Avantageusement, tout ou partie de la sequence d'acides nucleiques 
correspondant au gene Kritl est amplifiee prealablement a la detection de la 
presence d'une mutation, cette amplification pouvant etre realisee par PGR ou 
PCR-like. De fa(;:on tout a fait preferentielle, cette amplification peut etre 

AQ realise e a u moy e n d ' a m o rce s ch oisi e s p a rmi les seqnenres d' a cides nu c leique s 

confonmes a la presente invention, par exemple utilisees selon la repartition ci- 
dessus mentionnee. 

La question principale est done de comprendre comment ces mutations 
ont pu conduire aux cavemomes. Feu de choses sont connues en realiie sur la 
15 nature de ces lesions qui sont considerees comme des malformations vasculaires 
ou hamartomes. II semblerail que la periode d'apparition de ces malformations 
pendant la vie embryonnaire n'est pas tout a fait claire. De plus, dans certains 
cas, particulierement dans les cas familiaux, I'extension evolutive de ces 
hamartomes a ete decrite : il a ete suggere que ces lesions peuvent exprimer des 

20 facteurs et/ou des recepteurs impliques dans Tangiogenese (Rothbart et al., 
1996;Notelet et al., 1997). 

II convient d'indiquer que les inventeurs ont observe dans quatre families 
(Labauge et al., 1999) que des malformations cutanees (egalement appelees 
angiomes) pouvaient segreger avec les cavemomes cerebraux. 
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Toutes les mutations rapportees ici conduiraicnt, si ellcs etaicnt traduites, 
a des protcines KritI tronquees qui scraicnt dclctccs dc la region intcragissant 
avec Rap 1 A / Krev 1 . 

Les fonctions exactes de Rapl A / Krevl nc sent pas tout a fait elucidees. 

particulierement dans les neutrophiles, les plaquettes et le cerveau ; il est localise 
dans les compartiments endocytiques / lysosomiaux. Rapl A a ete decrit comme 
intcragissant avec B-Raf, ce qui est tout a fait interessant au vu de I'apoptose 
massive endotheliale observee chez les souris deficientes pour B-Raf 

_LD (Wnjnnwski et aJ , 1997) In vivo, des etudes sur les eucaryotes inferieur*; tek 

que les levures et la drosophile ont recemment donne quelques indications sur 
les fonctions de Rapl A dans la differentiation et la morphogenese (Asha et al,). 

L'interaction de Kritl et de Rapl A suggere que Kritl pourrait soit 
reguler Rapl A soit etre un effecteur de Rapl A (Bos et al.). Les mutations 

15 rapportees ici pourraient resulter soit d'un effet dominant negatif soit d'une 
perte de fonction. L'observation des families presentant des deletions completes 
de Kritl serait un argument fort en faveur de cette hypothese. Par ailleurs le fait 
que les formes sporadiques de cavernomes se manifestent par une lesion unique 
et que les formes familiales se manifestent pas des lesions multiples suggere 

20 fortement que ces lesions suivent la regie du « double hit de 
Knudson » (Knudson 1971) et qu'une perte complete dc fonction de Kritl 
pourrait etre necessaire a Tapparition des cavernomes. 

En d'autres termes, dans les formes dominantes de la maladie, une 
premiere mutation, presente dans toutes les cellules de Torganisme a I'etat 

25 heterozygote, serait presente. L'apparition des lesions cavernomateuses serait 
conditionnee par la survenue d'une deuxieme mutation touchant I'autre allele de 



ce gene, mutation qui sur\'icndrait do fagon somaiiquc Dans les formes 
sporadiques, Tindividu ne prescntc aucunc mutation gcrminalc ct la lesion 
unique resulterait de deux mutations survcnues dans la mcmc cellule. 

En resume, les donnees reportee ici, suggerent fortement que les 
~S mutations ironquanies 3e t^ni i sorTT responsaoies 3e rappantion 3es" 
cavernomes cerebraux observes dans les families CCMJ, mettanl en exergue le 
role putatif de la vole de signalisation de Rapl A dans ces mecanismes. 

Parmi les applications therapeutiques concernees par la presente 
invention, pourraient etre concernees differents types de malformations 

-40 v a s c u lai r es, d y spla si es v as ciilaire s, a ngi o me s et/ o i i toute si t ua ti o n o u e xis te une 

angiogenese anormale. 

Ainsi, la presente invention a egalement pour objet Putilisation du gene 
Kri// ou d'une sequence derivee de ce gene pour la preparation d'un 
medicament ou son utilisation dans une approche de type therapie genique 
15 destine a controler ou inhiber rangiogenese. 

Par « sequence derivee de ce gene », on entend toute sequence ou partie 
de sequence normale ou mutee du gene Kriil . 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur d'expression 
dans une cellule bote appropriee comportant la sequence du gene kritl ou une 
20 sequence derivee de ce gene (la sequence derivee est definie ci-dessus). Dans le 
cas ou Ton souhaiterait reprimer une angiogenese anormale, il pourrait etre 
interessant de surexprimer la sequence en question et c'est la raison pour 
laquelle le vecteur conforme a Tinvention comprend, avantageusement, les 
elements necessaires a cette surexpression. 
25 En particulier, le vecteur conforme a Tinvention peut etre destine a la 

therapie genique et dans le cas ou Ton souhaiterait limiter son site d'action, ce 
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vecteur peut comporter une sequence assiirant le ciblagc ct/ou rcxprcssion tissu 
spccifique des sequences qu'il comprend. 

Enfin, la pr^sente invention a pour objct unc composition Iherapeutiquc 
comportant a titre de principe ac(if tout ou partie de la proteinc Kritl norinale 
5 ou moditlee, de la<?on a se subslituer par exemple a une proteine tronquee et 
pallier la deficience. Le principe actif peut egalement etre un vecteur tel que 
decrit precedemment. 

La Figure 1 represente la carte genetique. physique et transcriptionnelle 

du locus CCML 

-40 La Figure la r e presente la carte gcnctique du locus CCh^ll, Cc locus 

etait precedemment defini par Tintervalle D7S2410-D7S689. Les intervalles 
genetiques reduits MS2456-D7S689 sent indiques par des crochets horizontaux. 
Les microsateilites deja publics sont encadres. Les nouveaux microsatellites sent 
identifies par des caracteres gras. Certains des STS sont egalement montres. Le 
15 STS sWSS 1703 correspond aux nucleotides 393-658 de Kritl. Les marqueurs 
entre les crochets verticaux sont espaces de moins de 1 kb. 

La Figure lb represente la carte physique et transcriptionnelle du locus 
CCML Des contigs de BAC sont repartis sur Pintervalle CCML Le BAG 
AC000120 est represente par le trait le plus epais. Les chevauchements avec soit 

20 les STS, soit les marqueurs microsatellites sont indiques par des petites barres 
verticales. La fleche noire correspond a Kritl ^ les fleches blanches correspondent 
a des genes humains bien caracterises et les fleches vides correspondent a des 
genes presentant de fortes homologies avec des genes d'autres especes (non 
caracterises chez les humains). 



La Figure 2 reprcscnie la coscgregalion dcs variants dc conformation 
avcc Ic phcnoiypc maladc au scin dc S pedigrees (SSCP) 

Lcs symbolcs vides designent les sujcts dont Tcxamcn dii ccrvcau par 
IRM est normal, les symboles noirs a moitie pleins correspondent a des patients 
""5 asymptomatiques presentant des cavernomes sur Texamen par I KM, les 
symboles noirs pleins correspondent a des patients symplomatiques et presentant 
des cavernomes sur V IRM ; le signe « ? » correspond aux sujets ayant un statut 
inconnu et le signe « \ » correspond a des patients decedes. Les patients decedes 
ou avec un statut inconnu n'ont pas ete testes pour la mutation mais sont 

~W repr escntcs pour unc mcilleure compr e li e nsion des structur e s fami li al e s. L e s 

bandes anormales sont indiquees par une fleche. 

La Figure 3 illustre les mutations de Kriil . 

La Figure 3a represente la structure du gene KritI et de la proteine 
putative correspondante. « ns » signifie non-sens, « del » signifie deletion et 

15 « ins » signifie insertion. Pour les insertions, le numero de nucleotide correspond 
au nucleotide precedant Tinsertion. L'expression « Krev Interacting Region » 
correspond a la region (acides amines 483-529) dont la deletion abolit 
rinteraction avec Krev lors du test en double hybride dans la levure. 

La Figure 3b represente les mutations de Kriil, identifiees dans les 8 

20 pedigrees mentionnes plus haut. Les fleches indiquent les sites de mutation. WT 
signifie sequence de type sauvage et MT signifie sequence mutante. Dans le 
pedigree 42, le chromatogramme et la sequence presentes correspondent au brin 
negatif ; le brin positif a montre une superposition complete des sequences 
normales et anormales et ne permettaient pas d'avoir une bonne visualisation du 

25 site du debut de la deletion. 
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EXEIMPLES 

MATERIELS ET METIIODES 

Patients 

-3 20 parlents non appare r u^^ appa i tenant a Ut;s families Uuiii uii savaii 

qu'elles presentaient de fa?on hereditaire des cavernomes ont fait partie de 
I'etude avec leur libre consentement (Labauge et al.). 

L'analyse de ce panel de families avec le test HOMOG a montre que ces 
families avaient une probabilite a posteriori d'etre liees au locus CCMI 

supericure a 90 % (Laberge et al.), 

Une approche combinant biologie moleculaire et bio informatique a ete 
utilisee pour etablir la carte physique et transcriptionnelle du locus CCML Apres 
validation d'un contig de YACs prealablement publiee par Johnson et al. (1995), 
les auteurs ont positionne dans Tintervalle par PGR et par une approche //; silica 
15 574 EST (Expressed Sequence Tags) qu'ils ont regroupes en 53 groupes. 
Reduction de Tintervalle genetique 

12 marqueurs microsatellites polymorphes recouvrant Tintervalle 
D7S2410-D7S689 ont ete selectionnes pour les analyses de liaison. 7 d'entre 
eux etaient prealablement connus : D7S2410, D7S2409, D7S1813, D7S1789, 
20 D7S646, D7S689 et D7S558, et ont ete utilises par plusieurs equipes (Gunel et 
al. dans Neurosurgery, Craig et al., Labauge et al., Laberge et al.). Les derniers 
MS65, MS2453A, MS2456A, MSI 19 et MS120 ont ete identifies par les 
inventeurs sur la base des donnees de sequence des BAG cartographies dans 
I'intervalle. 



25 



Detection de$ mutations et identification 

Sur la base de la comparaison dcs sequences dc TADNc de Kritl et du 
BAC AC 00000120, les invcntcurs ont determine 14 jeux d'amorces pour 
amplifier les 12 exons et les sites de jonction exon / intron de KriiJ a partir de 

~ I'ADN genomique. Ues reactions de I'UK oni eie mises en oeuvre comme suit : 
apres une premiere etape initiale de denaturation a 94X (4 min). 30 cycles 
d'amplification consistant en des etapes a 94''C (15 s), une temperature 
d'hybridation optimisee comprise ehtre 45°C et SS^'C (15s) et 72°C (15s) suivie 
par une etape d'extension finale a 72°C (10 min). Les produits de PCR ont ete 

-16 soumis a un e e l e ctrophor e se dans 4 types de conditions (acrylamidc a 10 % avcc 

ou sans glycerol a 4'^C et 20°C) sur un appareil Mighty Small II (Pharmacia- 
Biogen) utilise en condition de courant constant de 35 mA. Des variants de 
conformation ont ete reveles a I'argent (Silver Stain Plus kit, Biorad). Des 
amplimeres montrant un pattern de bandes SSCP atypiques ont ete sequences 
15 (AB1377, Perkin Elmer). Toutes les mutations decelees lors du sequencjage ont 
ete testees pour leur cosegregation avec le phenotype malade par une approche 
SSCP. 
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TABLEAU 1 : AMORCES 





EXON 


AMORCE SENS 


AMUKCL JvlLVLKolL 


« / \ 1 1^ &x L< 
L^AMPLI- 
MERE 




1 


GAGCGGATAAAAACTAAT 

f^r=n iDN° n 


GAGCTAAAATTCATTCAA 


205 


• 


2 


GCTCTTAATGGGTTTTTG 
(SEQ ID N° 3) 


AGCAATGTGGAGTAAAAC 
(SEQ ID N° 4) 


183 




3 


TTTGGAATGAGAACAGTC 

(SEQ ID N° 5) 


GTCCTGTTGTATTTTTCA 

(SEQ ID N° 6) 


265 


4 


GTTGTTGTTTTTTGTTTG 
(SEQ ID N ° 7) 


ACCTGGAAAATAACTTAC 
(SEQ ID N° 8) 


208 


5 


ATGTAATGCCTTTTTTCC 
(SEQ ID N° 9) 


ATGCCTGGCTCTAACTAT 
(SEQ ID N° 10) 


181 


• 


6 


TTGTTAGATTGTGATGTA 
(SEQ IDN° 11) 


AACATAATAAAAACTTTC 
(SEQ IDN° 12) 


257 




7 


TTTATAAAAGGAATG/>iTG 
(SEQ ID N° 13) 


TCAACTCAAACCATATCA 
(SEQ ID N° 14) 


335 


8 


TGT AGCCTAAT AACC AAA 
(SEQ IDN° 15) 


AGCATAGCACAAGACCAT 
(SEQ IDN" 16) 


243 


9 


GGTGAAGTTTTTAATATG 
(SEQ IDN° 17) 


CAATAGTTTATGAAGTCC 
(SEQ IDN° 18) 


213 


10 


ATATTTACAAAGGCAAGC 
(SEQ IDN° 19) 

TGGTACATTTTCCTTTCA 
(SEQ ID N° 21) 


TGACATGATTGGTAAAAA 
(SEQ ID N° 20) 

CTTTATGATTGCTGGGGC 
(SEQ ID N° 22) 


180 
201 


11 


GGTGAAGTTTTTAATATG 
(SEQ IDN° 23) 


C AAT AGTTT ATGAAGTCC 
(SEQ ID N° 24) 


205 


12 


AATAGATAGGGAACTGCC 
(SEQ ID N° 25) 

TAATGCCCACTGAAAGAA 
(SEQ ID N° 27) 


GTGGCTTGAGTAACAGTT 
(SEQ ID N° 26) 

GGCTGGTCTTGAACTCTG 
(SEQ ID N° 28) 


234 
199 
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LISTAGE DE SEC^ENCE 
<110> INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE - INSERM 
<120> D18210 

<130> Utilisation du g<^ne Kritl dans le domaine de 1 ' angiogen^se 
<140> 

<14 1> 

<160> 51 

<170> Patentin Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

_____ 

<223> Amorce sens 
<400> 1 

gagcggataa aaactaat 18 

<210> 2 

<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 2 

gagctaaaat tcattcaa 18 

<210> 3 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 3 

gctcttaatg ggtttttg 18 

<210> 4 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 



<400> 4 

agcaatgtgg agtaaaac 



18 



20 



<210> 5 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce sens 



<400> 5 

<210> 6 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 




<220> 

<223> Amorce reverse 



<400> 6 

gtcctgttgt atttttca 18 

<210> 7 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce sens 



<400> 1 

gttgttgttt tttgtttg 18 

<210> 8 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 8 

acctggaaaa taacttac 18 

<210> 9 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce sens 



<400> 9 

atgtaatgcc ttttttcc 18 



<210> 10 
<211> 18 




<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 
<A00> 10 

atgcctggct ctaactat 18 

<21Q> II 

<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 11 

ttgttagatt gtgatgta 18 

<210> 12 ~~ 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 12 

aacataataa aaactttc 18 

<210> 13 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 13 

tttataaaag gaatgatg 18 

<210> 14 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 14 

tcaactcaaa ccatatca 18 

<210> 15 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 15 

tgtagcctaa taaccaaa 18 

<210> 16 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 16 

agcatagcac aagaccat 18 

<210> 17 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce sens 

<400> 17 

ggtgaagttt ttaatatg 18 

<210> 18 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 18 

caatagttta tgaagtcc 18 

<210> 19 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 19 

atatttacaa aggcaagc 18 

<210> 20 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce reverse 



<40C> 20 

tgacatgatt ggtaaaaa 19 

<210> 21 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 21 

tggtacattt tcctttca 18 

<210> 22 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<2Z6> Amorce reverse 



<400> 22 

ctttatgatt gctggggc 18 

<210> 23 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 23 

ggtgaagttt ttaatatg 18 

<210> 24 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 24 

caatagttta tgaagtcc 18 

<210> 25 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 



<400> 25 

aatagatagg gaactgcc 



18 
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<210> 26 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 26 

gtggcttgag taacagtt 18 



<210> 27 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 



<210> 28 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 

<400> 28 

ggctggtctt gaactctg 18 

<210> 29 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 30 

<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 30 

tacaaatcgg gtaagagttg 20 

<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 




<400> 27 

taacgcccac tgaaagaA 



18 




<400> 29 

atcaggtcag acagaaaact 



20 



<4O0> 31 

ccctttctag gtagataaag 



20 



<210> 32 



<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 32 

cagaagacaa gtactgtttc 

<210> 33 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



<400> 33 

taatgattag ggaacgacag 

<210> 34 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



<400> 34 

atgcatgctg gtaaatggaa 

<210> 35 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 35 

ttttatacag gtatggaaaa 

<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



20 



<400> 36 

aacggataga gtaagttatt 



20 



<210> 37 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 37 

acatttctag catataacag 

<210> 38 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



<400> 38 

taacaaacca gtaagaatta 



20 



<210> 39 
<211> 20 
<212> ADN 



26 



<213> Homo sapiens 
<A00> 39 

tttcttgtag tatgaaaaag 



20 



<210> 40 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



^H00> ^0 

gaaaacctca gtaagaaagt 

<210> 41 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



<400> 41 

tgtttttcag gccttcaact 



20 



<210> 42 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 42 

tgaaaaacag gtttgcttgg 

<210> 43 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 43 

ttcctttaag attgaagacc 

<210> 44 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 44 

gtttcctaaa gtaagtattt 

<210> 45 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 45 

gtgcttacag tgaagaaaat 

<210> 46 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 



20 



20 



20 



<400> 46 

tgaatacaag gtaagctgtt 



20 



<210> 47 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 47 

ttqtttttaq aatctcagta 20 

<210> 48 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 49 

<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 49 

tatgttgcag gctttactca 20 

<210> 50 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 48 

ggaaactaag gtagattttc 



20 




<400> 50 

tacaaaacag gtaagtatca 



20 



<210> 51 
<211> 20 
<212> ADN 




<213> Homo sapiens 



<4Q0> 51 

tactttgtag gctctggtcg 



20 
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RKVKNDICATIONS 

1. Sequence nucleotidique choisie dans le groupe comprenant SEQ ID N** 1, 
-5 SEQ ID 2, SEQ ID 3, SEQ ID 4, ShQ ID 5. SEQ ID 6. 

SEQ ID 7, SEQ ED N'^ 8, SEQ ED N° 9, SEQ ED N° 10, SEQ ID NM 1, 
SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 
16, SEQ ID 17, SEQ ID 18, SEQ ED N° 19, SEQ ED N° 20, SEQ ED 
N° 21, SEQ ID 22, SEQ ID N° 23, SEQ ED 24, SEQ ID N° 25. SEQ 
10 ID N° 26. SEQ ED 27, SFQ TP 



2. Utilisation d'au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 1. 
pour la detection, a partird'un preievement biologique, de la presence d'une 
mutation dans le gene Kn'fJ. 

15 

3. Utilisation d'au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 2, 
pour la detection, a partir d'un preievement biologique, de la presence d'une 
mutation dans le gene ATr//, liee a la survenue de cavernomes. 




20 4, Utilisation selon Tune des revendications 2 et 3, caracterisee en ce que la 
detection de la mutation est eflfectuee dans au moins un exon du gene KritJ, 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee par le fait qu'un couple de 
sequences est sp^cifique d'un exon selon la repartition suivante : 
25 . SEQ ID NM / SEQ ID 2 pour Texon 1 . 

- SEQ ID N° 3 / SEQ ID 4 pour I'exon 2, 



- SEQ ID N° 5 / SEQ ID N° 6 pour I'cxon 3, 

- SEQ ID N° 7 / SEQ ID N° 8 pour Tcxon 4, 

- SEQ ID N° 9 / SEQ ID N° 10 pour Tcxoii 5, 

- SEQ ID N° 1 1 / SEQ ID N° 12 pour i'exon 6, 

- SbQ lU N" 1 J / Stg lU NM4 pour I'exon 7. 



- SEQ ID N° 15 / SEQ ID N° 16 pour Texon 8, 

- SEQ ID N" 1 7 / SEQ ID N° 1 8 pour I'exon 9. 

- SEQ ID N° 19 / SEQ ID N° 20 pour I'exon 10. 

- SEQ ID N° 21 / SEQ ID N° 22 pour I'exon 10, 
-W SEQ ID N° 23 / SEQ ED N° 2A pour I'exon 1 1 . 



- SEQ ID N° 25 / SEQ ID N° 26 pour I'exon 12. 

- SEQ ID N<=" 27 / SEQ ID N° 28 pour I'exon 12. 

6. Utilisation selon I'une des revendications 2 a 5, caracterisee par le fait que la 
15 detection d'une mutation est precedee de ramplification de I'exon dans 

lequel la mutation est recherchee. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que I'amplification 
est realisee par PGR ou PCR-like. 

20 

8. Methode de diagnostic genotypique de cavemomes chez un individu, 
caracterise par le fait que Ton preleve un echantillon biologique dudit 
individu, que Ton detecte la presence d'une mutation dans le gene Kritl , par 
analyse de la sequence nucleique presente dans ledit echantillon, une telle 

25 mutation etant liee a la survenue de cavemomes. 
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9. Methode de diagnostic scion la rcvcndication 8, caracteriscc par Ic fait que la 
sequence d'acidc nuclciquc est dc I'ADN gcnomique, dc I'ADNc ou dc 
TARNm. 



""3 iu. Methode de diagnostic selon Tune des rcvendications 8 et 9, caracterisee par 
le fait que ladite analyse est realisee par hybridation. 

11. Methode de diagnostic selon Pune des rcvendications 8 a 10, caracterisee 
par le fait que ladite analyse est realisee par sequen^age. 

10 

12. Methode de diagnostic selon I'une des rcvendications 8 ct 9, caracterisee par 
le fait que ladite analyse est realisee par migration electrophoretique, et plus 
particulierement par SSCP ou DGGE. 

15 13. Methode de diagnostic selon Tune des rcvendications 8 et 9, caracterisee par 
le fait que ladite analyse est realisee par une methodologie visant a detecter 
la troncation d'une proteine. 



14. Methode de diagnostic selon Tune des rcvendications 8 a 13, caracterisee 
par le fait que tout ou partie de la sequence d*acide nucleique correspondant 
au gene Kri/J est amplifiee prealablement a la detection de la presence d'une 
mutation. 



25 



15. Methode de diagnostic selon la revendication 14, caracterisee par le fait que 
Tamplification est realisee par PGR ou PCR-like. 



3, W**"**' 



16, Methode de diagnostic selon la rcvcndication 15, caractcriscc par Ic fait que 
Ics amorces pour rcaliscr I'arnplincation sent panni Ics sequences dcllnics 
dTins la revendication 1, dc preference dans la rcvendication 4. 

"5 //. Utilisation du gene Krid ou d'une sequence derivee de ce gene pour la 
preparation d*un medicament destine a controler ou inhiber Tangiogenese. 

IS, Utilisation selon la revendication 17, caracierisee en ce que le medicament 
est destine a la therapie genique. 



4^ 



19. Vecteur d 'expression dans une cellule hote appropriee. caracterise en ce 
qu'il comporte la sequence du gene Kriil ou une sequence derivee de ce 
gene. 

15 20, Vecteur d'expression selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements necessaires a la surexpression de la sequence. 

21, Vecteur selon les revendications 19 ou 20, destine a une utilisation selon 
I'une des revendications 17 et 18. 



20 



22, Vecteur selon Tune des revendications 19 a 21, caracterise en ce quMl 
comporte une sequence assurant le ciblage et/ou Texpression tissu 
specifique. 
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23. Composition therapcutique caracterisee en ce qirelle comporle a titre de 
principc actif au moins tout ou panic dc la proteinc KritI normalc ou 
modifide. 



24. Cujiipubiilon selon la revenaicaiion caractensee en ce que le compose est 
un vecteur selon Tune des revendications 19 a 22. 
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REVENDICATIONS 
1. Sequence nucleotidique choisie dans le groupe comprenant SEQ ID N° 1, 



SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 1 1, 
SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 
16, SEQ ID 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID 19, SEQ ID 20, SEQ ID 
N° 21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ 
-i6 ID >r 26, SEQ ID 27, SEQ ID 28. 

2. Utilisation d'au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 1, 
pour la detection, a partir d'un prelevement biologique, de la presence d'une 
mutation dans le gene KritJ. 

15 

3. Utilisation d'au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 2, 
pour la detection, a partir d'un prelevement biologique, de la presence d'une 
mutation dans le gene KriiJ liee a la survenue de cavemomes. 

20 4. Utilisation selon I'une des revendications 2 et 3, caracterisee en ce que la 
detection de la mutation est effectuee dans au moins un exon du gene KritJ. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee par le fait qu'un couple de 
sequences est specifique d'un exon selon la repartition suivante : 
25 - SEQ ID N'' 1 / SEQ ID 2 pour I'exon 1 , 

- SEQ ID N° 3 / SEQ ID N° 4 pour I'exon 2, 



16. Methode de diagnostic selon la revendication 15, caracterisee par le fait que 
les amorces pour realiser 1' amplification sont parmi les sequences definies 
dans la revendication 1, de preference dans la revendication 5. 

—3 77. Utilisalluii du gg^iie Krtll m d'une g^qu^nce denvee de ce gene pour la 

preparation d'un medicament destine a controler ou inhiber I'angiogenese. 

18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce que le medicament 
est destine a la therapie genique. 

iO 

19. Vecteur d'expression dans une cellule bote appropriee, caracterise en ce 
qu'il comporte la sequence du gene Kritl ou une sequence derivee de ce 
gene. 

15 20. Vecteur d'expression selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements necessaires a la surexpression de la sequence. 

21. Vecteur selon les revendications 19 ou 20, destine a une utilisation selon 
Tune des revendications 17 et 18. 

22. Vecteur selon Tune des revendications 19 a 21, caracterise en ce qu'il 
comporte une sequence assurant le ciblage et/ou I'expression tissu 
specifique. 
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Exon 10 
1342 Del (A) 

WT TKASPSNHKVI PVIVC 



1 


2 


3 4 


5 I 6 


7 


8 


9 10 


11 12 
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Exon 10 
1283 C->T 

WT 0 
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Exon 2 
247 Ins (C) 

WT KEROWOO. 



HT OCTTVCR- SYdt 
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Exon 3 
261 G -> A 

WT W 



MT -STOP 



WT TATTTACAAAOCCAAOC 
MT TATrTACAACOCAAGC 



WT CTTACACAATT 
MT CTTATACAATT 




WT OAACACAAOTACTOT 
MT CAAOACCAAGTACTO 



WT CTCGGTAQATQA 
MT CTCAOTAGATCA 






Ped. 35 



Ped. 41 



Ped. 42 



Exon 8 
1012 Del (26bp) 

WT KYNLLKCFYTAPDAKL. 
MT SSS* STOP 



Exon 5 
615 G -> A 

WT WEEA. . . 
MT • STOP 



Exon 6 
681 Del (GAAT) 

WT RMDGSYRSVELK. . . 

MT RMCHIVILLN* STOP 
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Exon 10 
1271 Ins (C) 

WT MHNrLONCOtrTKASPSrm. .. 
MT HVLTOLTOIKCYKPOOS-STOP 



WT AAGCCAOATATAATTT 
MT AACCCAGCAGCTCCTO 



WT AACTOGGAAOA 
MT AACTAGCAACA 





WT CATCCArrCTQTATA 
MT CATCCTCTATATTCO 




WT TTCAQCCCATCTTCTTA 
MT TTCAGCCOCATGTTCTT 




